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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar pela histomorfometria o
comportamento de enxerto 6sseo em bloco bovino mineralizado (Orthogen®;
BAUMER®) em fémur de coelho fotobiomodulado com laser diodo
infravermelho A780nm. Foram utilizados 24 animais divididos em oito grupos
nos quais cada animal recebeu enxerto em bloco, autégeno e xenégeno. Nos
grupos lll, 1V, VIl e VIII, o enxerto foi irradiado com laser infravermelho (780nm,
70mW, CW) a cada 48 horas com uma dose de 16J/cm? por sessdo, ao longo
de 7 sessdes. Os animais dos grupos |, Il, lll e IV foram sacrificados ap6s o
periodo de nove semanas. Nos grupos V, VI, VIl e VI, apés o periodo de
incorporacdo dos enxertos, foi instalado um implante de titanio de 3.5 mm de
didmetro por 7 mm de comprimento em cada bloco. Os animais foram
sacrificados oito semanas apds a fixagdo dos implantes. A peca histologica
obtida foi corada com azul de toluidina e fucsina basica. A avaliacao através da
microscopia Optica indicou que apds nove semanas, 0s grupos irradiados
apresentaram maior quantidade de osso neoformado quando comparados ao
grupo controle. A histomorfometria demonstrou que o grupo xendgeno irradiado
obteve 40,55+7,16% de osso neoformado e foi estatisticamente significante
quando comparado ao nao irradiado (10,69+2,11%). Na andlise do Contato
Osso-Implante (COIl) para os grupos que receberam implantes nao houve
diferenca estatisticamente significante entre o enxerto xendgeno irradiado e o
nao irradiado. O grupo VIII obteve um percentual de 65,27+9,66% enquanto
que o grupo VI apresentou 58,9318,6%. Concluiu-se que a fotobiomodulacao
realizada pelo laser infravermelho agiu positivamente sobre os enxertos
xenbégenos durante a incorporacdo 0ssea, pelo aumento da quantidade de
novo osso formado, o que nao ocorreu com o COIL.

Palavras-chave: Reparo 6sseo; Enxerto bovino; Fototerapia Laser;

Osseointegracao




ABSTRACT

The aim of this histomorphometric study was to evaluate healing following
vertical ridge augmentation using solvent dehydrated bovine block graft
irradiated with infrared diode laser (780nm, 70mW, CW) in rabbits. 24 rabbits
were used in this study. The animals were divided into eight groups. A xenograft

and autograft were fixed in each animal. Groups Ill, IV, VIl and VIII were
irradiated for 12 days, every 48 hours with a dose of 16J/cm2, total dose of
112/cm2. Groups I, Il, Il and IV were sacrificed nine weeks after graft

implantation. In the groups V, VI, VII, VIl after graft incorporation, a titanium
fixture of 3.5 X 7mm were performed. These animals were sacrificed eight
weeks after. It was observed the groups that received Low Level Laser Therapy
(LLLT) resulted in a positive effect on bone repair process in the grafted area. In
general, histologic analysis revealed that irradiated xenograft group exhibited
osteoconductive properties on a level equivalent to that of autologous blocks
alone when new bone formation was evaluated, and presented a higher number
of viable osteocytes than the control xenograft. The Laser Autograft Group had
significant new bone formation when compared to control Xenograft Group. The
percentage of new bone formation was 48,74+14,77% for Laser Autograf Group
against 43,11+4,36% Autograft Group, 40,56+7,16 Laser Xenograft Group and
10,69+2,11 Xenograft Group, respectively. Irradiated xenograft  group
presented a higher number of viable osteocytes than the control group. Bone
Implant-Contact (BIC) had 65,27+9,66% for laser xenograft group and
58,9318,6% for control xenograft. Conclusion, LLLT stimulates new bone
formation in bovine block graft. Xenograft block has a osteocondutive property
and acts as a scaffold to new bone formation, however, BIC was not statistically
significant in the test group when compared to control.

keywords: Bone healing; Xenograft; Low Level Laser Therapy;
Osseointegration
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1 — INTRODUCAO

O elemento dentario perdido e a falta de estimulo funcional induz a um
processo continuo de reabsorcdo Ossea, culminando no aparecimento de
deficiéncias de volume dsseo, tanto no sentido vertical quanto horizontal, e,
consequentemente, impedindo a reabilitacdo com implantes dentarios. O
restabelecimento do volume d&sseo tridimensional, para que se consiga a
reabilitacdo com implantes em sua posicao espacial ideal, € objetivo principal
nas técnicas reconstrutivas. A otimizacdo das areas edéntulas passa
invariavelmente por uma reconstrucdo 6ssea, seja com enxertos autégeno,
homégeno e xendgeno, derivados respectivamente do préprio paciente, de
doadores da mesma espécie e, o ultimo, de outra espécie (CHIAPASCO et al.,
2009).

Nos defeitos 0Osseos extensos, produzidos por trauma, processos
patolégicos e anomalias do desenvolvimento, o tecido 6sseo nao tem a
capacidade de regenerar-se espontaneamente, havendo necessidade de
técnicas cirlrgicas reconstrutivas para que, posteriormente, seja realizado o
tratamento de reabilitacdo oral. Esses procedimentos implicam na
necessidade de areas doadoras intra-orais ou extra-orais, aumentando o tempo
cirurgico, e nesse momento, pode advir a morbidade decorrente dessa
invasividade (SIMION et al., 2007).

O tratamento de defeitos 6sseos com enxerto bovino, classificado como
enxerto xendgeno, é uma alternativa eficiente ao enxerto autdégeno. O

tratamento elimina a necessidade de um sitio doador do hospedeiro, evitando
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assim as morbidades que possam advir decorrentes da remocao de um enxerto
autoégeno.

O osso bovino é o material de preenchimento que possui mais relatos na
literatura, sendo testado experimentalmente e clinicamente desde o final da
década de 90 (BUSER et al, 1995; JENSEN et al, 1998). Esses estudos
demonstraram que 0 0SSO xendgeno possui as mesmas propriedades fisico-
quimicas do osso autdgeno, 0s quais 0 posiciona como um material substituto
de eleicao para procedimentos de preenchimento. Porém, ainda existe um
debate quanto ao retardo na reabsorcao e substituicdo por novo 0sso apés o
periodo de incorporacdo e o que isso poderia influenciar quando em contato
direto com implantes de titanio (CORDARO et al., 2008).

Os biomateriais, chamados de substitutos ésseos, sao utilizados no
preenchimento de defeitos extensos, apresentam propriedades fisicas e
biolégicas compativeis com a do hospedeiro atuando como osteocondutores no
processo de formacdo éssea, no qual fornecem o arcabouco para que seja
depositada a matriz ostedide, e a partir dai, inicie toda a sequéncia de
deposicao mineral até a completa formagcao 6ssea. Entretanto, o aumento de
rebordo alveolar, principalmente nas reconstru¢cdes de atrofias severas,
necessita a utilizacdo de enxertos em bloco para que se restabeleca o contorno
0sseo necessario para a instalacdo de implantes dentarios (WEIBULL et al.,
2009).

Os enxertos em bloco xendégeno e homdgeno quando tratados por
processos fisico-quimicos nao apresentam riscos ao hospedeiro porque
removem as células que poderiam trazer reacdes imunogénicas ao organismo

do individuo (MORELLI et al., 2009).
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O enxerto xenbégeno em bloco comecou a ser utilizado comercialmente
no mercado brasileiro no final do ano de 2010, e ainda ndo existem estudos
histolégicos publicados, avaliando qual o tipo de tecido que é formado quando
da sua incorporacao ao leito receptor. Além disso, existe a necessidade de
testes biomecanicos que comprovem sua rigidez para que implantes dentarios
possam ser instalados sem fraturas ou destacamento dos enxertos.

O desenvolvimento de um enxerto em bloco, estéril, antigénico, e que
possua as mesmas caracteristicas fisicas que o tecido ésseo humano, quando
na manipulacdo e fixacdo no leito receptor, representa a obtencdo de um
material ideal, compativel para as reconstrucbes 6sseas, uma vez que, nao
necessitara de uma area doadora que reduzird a morbidade com lesdes
sensoriais irreversiveis para o paciente, além de diminuir o tempo cirargico
(GALINDO-MORENO et al., 2011).

A acao terapéutica do laser no reparo 6sseo € um processo quimico
complexo que envolve atividade local e sistémica sobre diferentes tipos de
células, enzimas e fatores de regeneracao tecidual (GERBI et al., 2005).

A acao dos laseres na biomodulagao do reparo 6sseo, acontece através
de suas propriedades fotoquimicas e tem como principal objetivo a obtencao de
uma melhor qualidade e maior quantidade de osso neoformado, e ainda, uma
maior rapidez na reparacao 6ssea a fim de que possa influir positivamente na
resisténcia quando inserido implantes para fins de reabilitacdo oral (PINHEIRO
et al., 2004, LOPES et al., 2007).

O objetivo desse estudo foi avaliar, pela histomorfometria, o efeito do
laser infravermelho sobre um enxerto em bloco bovino ésseo fixado no fémur

de coelho e compara-lo com o padrdo de incorporacdo de enxerto autégeno.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- AUMENTO VERTICAL DE REBORDO ALVEOLAR

Dentre as técnicas para se obter a reconstrucdo do tecido 0Osseo
perdido, o aumento vertical do rebordo é a que apresenta um alto grau de
complexidade pelo grau severo de reabsorcao do rebordo alveolar e é utilizada
associada aos diferentes tipos de enxertos em bloco existentes.

Um Consenso de Procedimentos Clinicos Recomendados pela
Academia Americana de Osseointegracao define como uma técnica para
aumentar a altura do rebordo alveolar. Contudo, esse procedimento aumenta o
risco de complicagdes pds-cirurgicas, principalmente, devido a falta de tecido
mole para o recobrimento da area enxertada, facilitando a exposicao do bloco
e, consequentemente, infeccdo e perda do material independente de qual o tipo
de enxerto utilizado. Esta técnica é considerada de maior exigéncia do que o
aumento horizontal do rebordo alveolar (CHEN et al., 2009).

A literatura apresenta alguns procedimentos para o aumento de volume
0sseo em regides de atrofia de rebordo alveolar:

e osteoinducédo, por meio de fatores de crescimento, utilizando
como veiculo, enxertos homégenos ou esponjas de colageno. A
principal caracteristica da propriedade osteoindutora e a
capacidade de criar novo o0sso através destes fatores de
crescimentos (AGHALOO & MQOY, 2009);

e distracdo osteogénica, na qual uma fratura -cirurgicamente

induzida, leva a uma regeneracao 6ssea entre dois fragmentos,
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por meio de um dispositivo instalado na regido onde se deseja
aumentar o rebordo (JENSEN et al., 2002);

e Regeneracdo Ossea Guiada (ROG), procedimento que permite a
manutencdo de espacgos, por barreiras ou membranas, para que
sejam preenchidos com osso particulado, autégeno ou xenégeno,
e assim auxiliem na nova formagéo 6ssea (SIMION et al. , 2007);

e enxerto autdégeno em bloco, onde um segmento 6sseo viavel é
transplantado do leito doador até um leito receptor permitindo que
as células do enxerto iniciem o processo de regeneracao 6ssea
(KHOURY et al., 1999).

Recentemente, o uso de enxertos em bloco, seja xendégeno ou
homogeno, tem sido utilizado como osteocondutores para aumento vertical ou
horizontal, o qual permite que grandes areas sejam acrescidas por novo 0Sso.
Esse procedimento é utilizado em regides atrésicas para aumento em
espessura do rebordo alveolar reabsorvido previamente (ROTHAMEL et al.,
2009).

Enxertos autégenos em bloco removidos do iliaco foram utilizados para
preenchimento de 97 seios maxilares, com a finalidade de reabilitar pacientes
utilizando implantes dentarios. Apds seis anos, foi verificado ganhos superiores
a 10mm de altura e a instalacédo de dois implantes por sitio enxertado obtendo
um sucesso de 92% (KHOURY et al., 1999).

Uma Conferéncia realizada em Toronto em 1996 para avaliar a técnica
de levantamento do seio maxilar, apresentou 1007 seios maxilares preenchidos
com enxertos de diversos tipos de materiais - 0sso autégeno, osso xendgeno e

hidroxiapatita - acompanhados entre trés e oito anos, e nos quais foram
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instalados 2997 implantes dentarios. A taxa de sucesso para os implantes foi
de 90% quando utilizado os substitutos 6sseos. (JENSEN et al. , 1998).

Uma revisao sistematica na qual analisaram 76 artigos da literatura cujo
tema era aumento vertical de rebordo, os autores identificaram que somente 14
artigos continham dados relativo a eficiéncia do procedimento reconstrutivo e
sobrevivéncia dos implantes instalados sobre os enxertos realizados. O ganho
médio, na altura ou largura, no rebordo alveolar foi de 4,8 mm e a percentagem
dos casos que receberam implantes sem a necessidade de receber enxerto
complementar foi de 78%. A principal complicacao pés-cirargica foi a exposicao
O6ssea por deiscéncia de sutura cuja taxa ficou em 23% (JENSEN &
TERHEYDEN, 2009).

O aumento horizontal do rebordo realizado com enxerto em bloco
autégeno, do mento ou ramo ascendente da mandibula, em 152 pacientes que
posteriormente foram submetidos a instalacdo de 284 implantes apresentaram
taxa de sucesso de 93% apds um ano. Os autores relataram, no momento da
reabertura para instalacdo dos implantes, um ganho médio em altura do
rebordo alveolar de 4.6mm (ROCCUZZO et al., 2007).

Um outro estudo realizado em 22 pacientes comparando 0sso autégeno
tipo particulado ao invés do bloco ésseo, associado a membrana reabsorvivel
ou reforcada por titanio, ndo observaram diferencas no aumento do rebordo
alveolar entre os grupos estudados. Porém, nesse estudo, apdés um ano, o
ganho médio foi de 2.8mm (MERLI et al., 2007). Em um outro estudo realizado
em 40 pacientes que apresentavam maxilas edéntulas receberam enxerto no
seio maxilar, bilateralmente, sendo que num lado foi fixado um enxerto em

bloco e no lado contralateral enxerto particulado. Ambos obtiveram aumento do
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rebordo alveolar, em largura e altura suficiente para a instalacdo de implantes
dentarios. A taxa de sobrevivéncia dos implantes apés um ano de avaliacao foi

de 79% e 84% respectivamente (WITFANG et al., 2009).

2.2 ENXERTO XENOGENO EM BLOCO

O enxerto 6sseo xenbégeno é aquele oriundo de tecido 6sseo de outra
espécie, obtido através de processos fisico-quimicos que eliminam células e
tecidos que possam produzir reacées antigénicas ao hospedeiro. De acordo
com o tipo de processamento utilizado nos blocos 6sseos, este conferir-lhe-a
uma maior resisténcia a manipulacao o que evitara fraturas e facilitara a fixacao
no leito receptor (MORELLI et al., 2009).

Atualmente, existem trés espécies de animais utilizados para obtencao
dos enxertos 6sseos xendgenos: eqlino, suino e bovino. Porém, somente o
enxerto bovino possui estudos prospectivos em humanos e experimentais em
animais, avaliando aspectos estruturais, mecanicos e de formacao Ossea
(CHIAPASCO et al., 2009; CHEN et al., 2009; JENSEN et al., 2009) .

O osso autégeno é o enxerto mais utilizado nos procedimentos
reconstrutivos devido ao seu potencial osteogénico, ou seja, possui células
viaveis necessarias a formacao de novo osso em um sitio distante de onde foi
removido. A capacidade de reparar o sitio formando osso com caracteristicas
anatémicas e funcionais semelhante ao que havia sido perdido lhe confere o
0ss0 padrao para os procedimentos prévios a instalacdo dos implantes
dentarios. Diferentemente do osso autégeno, 0 xenogeno e um enxerto que e

utilizado para preenchimento de defeitos 6sseos a fim de formar um arcabougo
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que devolve o volume ésseo perdido, apos o periodo de integragdao ao leito
receptor, efetuado pelas células osteoblasticas provenientes somente dos
espacos trabeculares que o circundam.

Recentemente, foi publicado uma revisao de literatura, sobre enxerto em
bloco bovino, utilizado para aumento horizontal do rebordo. Nesse artigo, todos
0s enxertos foram recobertos por membranas reabsorviveis, para que o tecido
conjuntivo ndo penetrasse e competisse com o tecido ésseo a fim de que nao
diminuisse a incorporacao 6ssea do enxerto. Os autores afirmaram que o 0sso
bovino em bloco e uma alternativa viavel ao enxerto autégeno devido a
reducdo na morbidade e a capacidade mecénica do enxerto quando na
instalacao dos implantes dentarios (ENCARNACAO et al. , 2011).

Um estudo em caes comparou o aumento vertical de rebordo entre o
enxerto xenégeno e o autégeno, utilizando em cada lado da mandibula um tipo
de bloco. Na analise histol6gica, foi observado que o enxerto em bloco
xenégeno, usado sozinho ou com membranas reabsorviveis, exibiu
propriedades osteocondutivas num nivel equivalente ao do enxerto autégeno,
resultando em ganhos médios de 50% de ossificacdo dos blocos. Algumas
partes do enxerto apresentavam-se encapsuladas por tecido conjuntivo. Os
implantes instalados nos enxertos xendgenos apresentaram Contato Osso-
Implante (COI) compativel com implantes instalados em osso do hospedeiro
(ROTHAMEL et al., 2009).

Relato de caso no qual foi utilizado um enxerto homoégeno de iliaco,
proveniente de banco de tecidos e tratado quimicamente pelo mesmo
processamento na obtencao do enxerto xendgeno, foi utilizado para reabilitar

rebordo alveolar deficiente em largura. O estudo avaliou a neoformacéao 6ssea
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em humano apés o periodo de incorporacdo do enxerto de seis meses. A
andlise histoldgica identificou osso neoformado presente em intimo contato e

ao redor dos remanescentes do enxerto (MORELLI et al. 2009).

2.3 - FOTOBIOMODULAGAO LASER DO REPARO OSSEO IN VIVO

Estudo /n Vitro tem sugerido que a fotobiomodulacdo laser pode
estimular nova formagdo 6ssea induzindo a proliferacdo e diferenciacédo de
osteoblastos. A literatura fornece ainda, evidéncias nas quais o uso do laser
aumenta os niveis de fosfatase alcalina e a expressdo do RNA mensageiro
levando a uma maior diferenciacdo osteoblastica de osteopontina, osteocalcina
e sialoproteina nos osteoblastos, motivo pelo qual, foi observado niveis
elevados deste marcador de atividade 6ssea (STEIN et al., 2005).

A neoformagdo e a quantidade de ostedcitos viaveis sdo duas
caracteristicas que servem como evidéncias de melhora da qualidade 6ssea
nos sitios irradiados pela luz laser (OZAWA et al. 1998).

Os estudos em animais sédo realizados para avaliar quantitativamente
tanto a neoformacdo éssea quanto a relacdo de contato entre o enxerto e o
implante. Desta forma, um estudo em coelhos utilizando-se discos de titanio
inseridos na tibia para investigar o efeito do laser A830nm (150mW; 230J/cm?)
por meio de analise histomorfométrica ficou demonstrado maior contato na
interface osso-implante nos grupos irradiados (KHADRA et al. 2004). Outro
estudo no qual foram utilizados 12 ovelhas, foi observado através da
histomorfometria, uma maior percentagem de osso peri-implantar e COIl para

os grupos que utilizaram laser (A680nm; 75mW; 4J/cm?) (JAKSE et al. 2007).
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Um estudo em macacos investigou o efeito da fotobiomodulagao laser
(A690mm; 100mW; 6J/cm?) sobre a presenca celular e regeneracdo 6ssea ao
redor de osso peri-implantar. A andlise histomorfométrica revelou que nas
amostras irradiadas houve alta quantidade de ostedcitos viaveis no 0sso
neoformado (DORTBUDAK et al., 2004). Além disso, um outro estudo que
avaliou a formacdo de novo osso e utilizou laser A780nm (1W; 300 J/cm?) em
fémures de coelhos, também observou através da histomorfometria uma alta
taxa de ostedcitos viaveis no grupo laser, o que sugeriu aumento da formacao
Ossea na interface osso-implante (GUZZARDELLA et al., 2003).

Recentemente, a fotobiomodulacdo laser tem sido aplicada em
implantes dentarios. Alguns estudos em animais investigaram os efeitos
adicionais da luz laser quando aplicada diretamente nos sitios dos implantes
(A830nm, 150mW; 230J/cm?), cujo principal objetivo era diminuir o tempo e
aumentar a taxa de osseointegracdo (KHADRA et al., 2004; PINHEIRO et al.,
2004). Considerando que num estudo foi utilizado 12 coelhos para investigar os
efeitos da fototerapia laser de AsGaAl no reparo ésseo ao redor de implantes
durante um periodo de oito semanas, o0s resultados desse estudo
demonstraram que houve aumento no contato osso-implante e foi identificado
altas percentagens de calcio e fésforo nos sitios tratados com auxilio da luz
laser. Além disso, o estudo sugeriu um aumento na forgca mecéanica na interface
osso-implante (DORTBUDAK et al. 2002).

O reparo de defeitos 0sseos enxertados com 0sso inorganico,
associados ou ndo ao uso de membrana, e irradiados com laser infravermelho
(A830mm; 40mW; 112J/cm?), foi objeto de estudo experimental no qual foram

utilizados 45 ratos, da raca Wistar, divididos em cinco grupos. Os autores




23

observaram nos grupos irradiados que, entre o periodo de 15 e 21 dias, houve
aumento na deposicdo de colageno, principal componente da matriz
extracelular 6ssea, que aumentou a neoformacao 6ssea e presenga de 0Sso
maduro nos grupos irradiados. Demonstraram ainda que, o efeito do laser
acontece nas fases iniciais de proliferagcdo fibroblastica e osteoblastica
(PINHEIRO et al., 2004). Num outro estudo, o efeito do laser infravermelho de
mesmo comprimento de onda (A830mm; 50mW; 10J/cm?) foi utilizado para
avaliar o reparo Osseo de enxertos autdgenos. Novamente, os autores
encontraram que o0s grupos irradiados diretamente no leito receptor com o
laser, durante o trans-operatério, tiveram aumento das taxas de reabsorcéo e
neoformacéao 6ssea (WEBER et al. 2006).

PINHEIRO et al. (2009) analisaram o reparo de defeitos 6sseos em
fémur de rato, enxertados com o0sso organico associado a proteina
morfogenética O6ssea. Utilizaram 48 ratos divididos em quatro grupos. Os
autores observaram que nos grupos irradiados (A830nm; 40mW; 112J/cm?) que
havia neovascularizagdo na fase inicial devido ao estimulo do laser sobre a
diferenciacao e proliferacdo celular. Quando observado o reparo cortical da
ferida cirurgica, o grupo irradiado apresentou-se completamente preenchido
aos 21 dias. Além disso, foi visualizado aumento na deposi¢cdo do colageno
favorecendo a neoformacado 6ssea que apresentou uma maior quantidade de

trabéculas 6sseas organizadas.
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2.4 HISTOMORFOMETRIA

Histomorfometria éssea é um exame histolégico utilizado em amostras
calcificadas para a obtencao de informacgdes quantitativas sobre as estruturas e

a remodelacao éssea num determinado periodo (PARFITT, 1983).

Os parametros histomorfométricos sdo divididos em estruturais e de
remodelacdo. O dltimo, pode ser subdividido em estatico e dinamico. E
considerada a principal ferramenta de pesquisa, bem estabelecida, na analise
do metabolismo 6sseo e proporciona informacao que identifica os componentes

estruturais, processos inflamatérios, células especificas e as fases do processo

de formacao éssea presente no momento da bidpsia (PARFITT et al., 1987).

Tradicionalmente, a histomorfometria tem sido acessada por meio da
histologia, cujos parametros estruturais e remodeladores sdo medidos em
segcbes. A leitura é realizada por técnicas semi-automatica ou automatica
utilizando programas de software especificos para a microscopia éptica, onde a
imagem obtida € manipulada com as ferramentas existentes, demarcada a
area e, nesse momento, o sistema de computacao emite os valores respectivos

para os sitios analisados (REIS et al., 2007).

A histomorfometria evoluiu devido ao advento das resinas plasticas,
utilizadas para embeber a amostra, dispensando assim, o método da
descalcificagcdo, no qual havia o impedimento de analise de metais e 0sso na
mesma amostra. O desenvolvimento de equipamentos de corte de tecido duro,
juntamente com a acdo de corantes que ajudavam a definir areas de

neoformacado Ossea facilitou a migracdo da técnica, e consequentemente,
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trouxe uma evolugdo na area da implantodontia. Logo apés, foi descoberto o
principio das marcacdoes Osseas pelos fluorocromos, como exemplo a
tetraciclina, que eram incorporados na mineralizacao 6ssea, levando a um
melhor entendimento, se havia atividade de neoformacao, e quantificacdo da
formacao éssea, identificada durante o intervalo das aplicagdes onde ocorria
deposicao 6ssea. Os agentes marcadores 6sseos inoculados, via intramuscular
(IM), antes do periodo de depodsito 6sseo nos sitios de formacao dssea
permitem uma analise dinamica do processo em desenvolvimento

(SCHNITZLER et al., 1990)

O metabolismo 6sseo apresenta duas categorias: a modelagdo e a
remodelacdo. Ambos processos sdo executados pelas mesmas células, porém
o resultado final é diferente. Modelagao é responsavel por alteracées na forma
e massa durante o desenvolvimento, enquanto que a remodelacdo renova o
0sso existente. Essa Ultima, ocorre em duas fases distintas: reabsorgcéo da
matriz 6ssea mineralizada pelos osteoclastos seguido pela formagcao de novo

0sso pelos osteoblastos (DEMPSTER & ZHOU, 2006).

A histomorfometria € utilizada como principal método para quantificar
0sso neoformado e a osseointegracdo. GUEHENNEC et al.(2008) avaliaram o
contato 6sseo com os implantes de titanio inseridos em fémures de coelhos.
Apds oito semanas, o Contato Osso-Implante (COI) foi de 68% para o0s
implantes com a superficie ativa por subtracédo. DEGIDI et al. (2009) avaliaram
a formacao éssea em trés implantes de um estagio, em humanos, retirados
apds quatro semanas. Os valores da osseointegracao foram 52%, 61% e 42%

para os trés implantes analisados.
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Um estudo de LEE et al. (2009) comparou a quantidade de 0sso
neoformado quando utilizado granulos inorganicos de o0sso bovino na
preservacao da arquitetura de alvéolos de extracdo, comparando-os com
enxertos homdgenos mineralizados de banco de tecidos. Todos os enxertos
foram cobertos por uma membrana reabsorvivel. Histomorfometricamente, o
enxerto bovino apresentou uma maior quantidade de osso neoformado (23,6%)
quando comparado com o enxerto homogeno (12%) e, também, apresentou
uma quantidade de tecido fibroso de 34,1% contra 46,3% do enxerto

homogeno.

Num estudo de GUERRA et al. (2011), a histomorfometria foi utilizada
para avaliar a formacao 6ssea em defeitos preenchidos por 0sso inorganico
bovino, em é&reas de defeitos criticos criados em fémures de coelhos. Além
disso, foi quantificado a osseointegracao, apds oito semanas da instalacdo dos
implantes inseridos naquela regido. Observou-se um percentagem de 63,35%

de COI.
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3 - PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar
histomorfometricamente a incorporagdo de enxerto em bloco bovino,
fixado no fémur de coelho (Oryctolagus cunicullus) fotobiomodulado

com o laser diodo infravermelho A780nm.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar pela histomorfometria a quantidade de o0sso
neoformado presente no enxerto em bloco bovino irradiado

e compara-lo com o enxerto em bloco autégeno;

» Avaliar pela histomorfometria a osseointegracao do enxerto
em bloco bovino irradiado em contato com o implante de
tithnio inserido no enxerto, e compara-lo com a

osseointegracdo do enxerto em bloco autbégeno;
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4 — MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi realizada apés a aprovacdo pela Comissdo de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) sob o niumero 07/2008, tendo sido
respeitados todos os principios éticos de experimentacao animal de acordo

com a LEI N? 11.794, de 8 de outubro de 2008 (ANEXO - A).

4.1 - MATERIAL

4.1.1 — Caracterizacao e Configuracdo da Amostra

Nesta pesquisa foram utilizados 24 (vinte e quatro) coelhos, da espécie
Oryctolagus cunicullus, raca Nova Zelandia com aproximadamente 14 semanas
de idade e peso médio entre 2,5 kg a 3 kg. Os animais foram obtidos no
biotério da Universidade Estadual de Feira de Santana e foram mantidos no
biotério de manutencdo do Laboratério de Experimentacdao Animal (LEA) da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA), onde
passaram por um periodo de 14 dias de ambientagdo no qual foram
identificados e alojados em gaiolas individuais. Durante todo o periodo
experimental, os animais foram alimentados com racao (Bochhi®, Campo
Grande, MS, Brasil) prépria para coelho e agua ad libidum, exceto nas

primeiras 24 horas apés a intervengcao. Os animais permaneceram durante
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todo o periodo do experimento numa temperatura controlada de 23°C e sob

iluminagdo natural.

4.1.2 Biomaterial

4.1.2.1 Caracteristicas gerais

O Orthogen® (Genius, BAUMER®, Sao Paulo, SP, Brasil) € um osso de
origem bovina, classificado como substituto ésseo, cuja principal acao, € a
osteoconducao (Fig. 1).

A forma utilizada para o experimento foi o bloco 6sseo e apresentava as
seguintes medidas em sua forma comercial:

e 15mm de comprimento

e 12mm de largura

e 5mm de espessura

4.1.2.2 Manipulagao do biomaterial

A amostra empregada na pesquisa foi obtida utilizando-se uma trefina de
8mm (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) posicionada perpendicularmente sobre o
Orthogen®, gerando uma peca cilindrica de 7mm de diametro por 5mm de
espessura, do mesmo tamanho obtido quando da remocao do osso autdgeno
(Figs. 2-3).

Posteriormente, o enxerto xendgeno foi imerso no soro fisiolégico para

hidrata-lo durante 30 minutos, antes de fixa-lo no leito receptor.




Figura 1: Apresentacao comercial do enxerto 6sseo bovino em bloco - Orthogen®

(UFPB-UFBA, 2011).

Figura 2: Aspecto do enxerto bovino em bloco Orthogen® apés preparo com trefina
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 3: Demonstracao do enxerto bovino em bloco obtido pela trefina
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(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

4.2 METODOS

4.2.1 Organizacao dos Grupos

Os animais foram selecionados, pesados e divididos em oito grupos
contendo seis animais cada um. O grupo teste foi definido para os irradiados, e
0 grupo controle, para os néo irradiados (Quadro 1).

A regido de escolha para a fixacao dos enxertos foi o condilo do fémur,
devido ao tamanho minimo necessario para que ocorresse a instalacdo dos
enxertos e dos implantes (Fig. 4).

A pata do animal foi a direita, que recebeu um enxerto xendégeno e um
autégeno, um ao lado do outro, fixados cada um, por um parafuso de titanio de
1.5mm (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil).

Em virtude da acédo sistémica que o laser produz, nao foi realizada

cirurgia no lado contralateral.

Figura 4: Condilo do fémur — regido de fixacdo dos enxertos (MAGALHAES

JUNIOR, 2011)




QUADRO 1: Distribuicdo dos grupos.

GRUPOS MATERIAIS n DESCRICAO
Remocgéo com trefina do bloco 6sseo na crista do
I . iliaco e fixacao na regidao do céndilo femoral.
Enxerto Autdégeno 06
Remocgédo com trefina da amostra de 0sso bovino
Il Enxerto Xenogeno em ploco (Orthogen®), e fixagdo na regidao do
cbndilo femoral.
Enxerto Autdégeno Remoc¢éo com trefina do bloco 6sseo na crista do
Il iliaco, e fixacdo na regido do coOndilo femoral.
+ Laser D ~
Aplicagédo de sete sessfes de Laser, uma a cada
06 48 horas na regido operada.
Enxerto Xendgeno Remocgéo com trefina da amostra de osso bovino
v em bloco (Orthogen®), e fixagdo na regido do
+ Laser a A A
cbndilo femoral. Aplicacdo de sete sessdes de
Laser, uma a cada 48 horas na regido operada .
Enxerto Autdégeno Remocao com trefina do bloco 6sseo na crista do
\Y iliaco, e fixacdo na regido do condilo femoral.
+ Implante ~ . - .
Instalacdo do implante no sitio enxertado apo6s o
06 periodo de incorporacdo (09 semanas).
Enxerto Xendgeno Remocao com trefina da amostra de osso bovino
Vi | em bloco (Orthogen®), e fixagdo na regido do
+ Implante - = ; Iy
condilo femoral. Instalagdo do implante no sitio
enxertado ap6s o periodo de incorporagao(09
semanas).
Enxerto Autdégeno Remocao com trefina do bloco 6sseo na crista do
\| iliaco, e fixacdo na regido do coOndilo femoral.
+ Laser D ~
Aplicagéo de sete sessdes de Laser, uma a cada
+ Implante 48 horas na regiao operada. Instalacdo do implante
no sitio enxertado apdés o periodo de incorporagao
06 do enxerto irradiado pelo Laser.
VI Enxerto Xendgeno Remocgéo com trefina da amostra de osso bovino

+ Laser

+ Implante

em bloco (Orthogen®), e fixacdo na regido do
condilo femoral. Aplicacdo de sete sessbes de
Laser, uma a cada 48 horas na regido operada.
Instalacdo do implante no sitio enxertado apés o
periodo de incorporagcdo do enxerto irradiado pelo
Laser.

n: nimero de animais da amostra
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4.2.2 Protocolo anestésico e pré-cirurgico

O preparo pré-cirurgico constou de higienizacdo com agua e sabao e os
coelhos encaminhados para a sala cirargica do Laboratorio de Experimentacao
Animal, onde receberam uma medicacdo pré-anestésica (0,02ml/Kg de
Acepromazina intramuscular, Acepran® 0,2%, Univet S.A, Sdo Paulo, Brasil).
Ap6s 20 minutos, foi aplicado o anestésico através de injecao intramuscular de
cloridrato de quetamina (20mg/Kg; Dopalen®, Vetbrands, Sdo Paulo, SP, Brasil)
e de cloridrato de xilazina (mg/kg; Rompun®, Bayer, Sao Paulo, SP, Brasil). A
hemostasia local foi controlada pela aplicacdo de lidocaina com epinefrina
(Alphacaina 2%, DFL, Séao Paulo, SP, Brasil). Apds cinco minutos, sob
anestesia geral, foi feita a tricotomia no local da cirurgia com a utilizacdo de
uma lamina de barbear (Gillette, Sdo Paulo, SP, Brasil) seguida da assepsia
com solucdo topica de digluconato de clorexidina a 4% (LM FARMA, Sao
Paulo, SP, Brasil). Foi utilizado um campo cirurgico estéril com abertura apenas

no local da cirurgia e um para colocacao dos instrumentais esterilizados.

4.2.3 Técnica cirurgica

A cirurgia foi realizada em duas fases:

1°. Remocéao do enxerto cértico-medular da regido iliaca do coelho e,
acesso ao condilo femoral para a fixagao dos enxertos, autdégeno e xendgeno.

O acesso e remogao do enxerto autégeno foi realizado da seguinte

maneira:
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e incisao cutanea com lamina numero 15 ( Solidor®, Sao Paulo, SP,
Brasil) continua da crista iliaca de aproximadamente 5 cm até
atingir o 0sso;
e retracdo do tecido cutaneo, subcutdneo e muscular com
afastadores farabeuf infanti em aco inoxidavel de 12 cm
(Colgran®, Sao Paulo, SP, Brasil) e ainda, complemento da
incisdo na inser¢cdo muscular interna ao iliaco;
e trefina de 8mm (Neodent® , Curitiba, PR, Brasil) foi colocada
perpendicularmente contra a crista, demarcada e pressionada até
a marcacao de 5mm de profundidade;
e realizado movimento lateral com a trefina a fim de destacar o
enxerto 6sseo, como pode ser visto nas figuras 5, 6, 7 e 8.
A partir desse momento, o enxerto foi imerso em solucéo fisiolégica
0,9% , permanecendo por 30 minutos até o momento da fixagao.
O acesso ao condilo femoral do coelho localizado na articulacao femoro-
tibio-patelar foi realizado através de incisao lateral da seguinte forma:
e incisdao cutanea continua, desde a regidao parapatelar até a
margem cranial do biceps femoral;
e tecidos cutaneo, subcutdneo e muscular foram retraidos,
permitindo incisdo complementar na regiao da epifese do fémur;
e realizado retracdo do conjunto biceps e quadriceps femoral
permitindo amplo acesso a regidao do céndilo.
Apés a visualizacdo completa da area do enxerto, em virtude do fémur
ser um o0sso cortical, foi realizado perfuracbes com a broca de 1.1mm de

espessura do kit de enxerto 6sseo (Neodent®, Curitiba, PR, Brasil) montada na
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peca reta (Kavo®, Joinvile, SC, Brasil) e irrigadas com soro fisiol6gico,
diretamente no leito receptor para promover o sangramento na regidao onde 0s
blocos de enxerto, autégeno e xendégeno, seriam fixados (Fig. 9).

Finalizada a perfuracao, foi realizada a primeira irradiacdo diretamente
sobre o leito receptor na qual os enxertos seriam fixados. Em seguida, foram
parafusados os enxertos, xendgeno e autdégeno (Figs. 10-12).

Os tecidos, muscular e subcuténeo, foram reposicionados (Fig. 13) com
sutura simples, em camadas e utilizando o fio de seda trancada 4-0
(Technofio®, Sao Paulo, SP, Brasil) para o musculo e para pele com fio
mononylon preto 4-0 (Technofio®, Sao Paulo, SP, Brasil).

Todos o0s animais receberam 0,2mL/Kg de enrofloxacino (Flotril®,
Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil) e 0,1 mL/Kg de flunixina meglumina
(Banamine® , Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil).

2°. Apés o periodo de incorporagdo dos enxertos de nove semanas, foi
realizado a instalagdo dos implantes de titanio, somente nos grupos V, VI, Vil e

VIII.




Figura 5: Trefina utilizada na remocéao do enxerto em bloco (MAGALHAES JUNIOR,
2011).

Figura 6: Demarcacao do local da retirada do enxerto no sitio doador — osso iliaco
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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Figura 7: Aspecto do enxerto iliaco no sitio doador (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 8: Aspecto lateral do enxerto iliaco cortico-medular do coelho
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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Figura 9: Perfuracao no sitio receptor para fins de aumento na vascularizacao
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 10: Irradiacao sobre o sitio de fixacao dos enxertos (MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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Figura 11: Aspecto frontal do enxerto xenogeno e autéogeno fixados no leito receptor
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 12: Aspecto lateral do enxerto xenégeno e autéogeno fixados no leito receptor
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

-
.
LA

Figura 13: Reposicionamento do tecido muscular sobre os enxertos
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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4.2.4 Fototerapia Laser

Para este estudo foi utilizado o aparelho de Laser TWIN LASER®
(MMOptics, Sao Carlos, SP, Brasil) diodo infravermelho de Arseneto de Galio
Aluminio para efetuar as irradiagdes do estudo (Fig. 14).

Os parametros de aplicacao do laser podem ser vistos no Quadro 2.

Figura 14: Laser infravermelho de Arseneto Galio Aluminio

(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

QUADRO 2: Parametros utilizados na fototerapia laser (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Laser AsGaAl

Aparelho TWIN LASER® - MM OPITCS
Comprimento de onda (nm) 780

Poténcia output (mW) 70

Emissao Continua

Modo de aplicacao Contato

Densidade de energia (J/cmz) 4

Area de irradiacdo (cm?) 0,5

Intensidade (W/cm 2) 0,1
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Os animais dos grupos lll, 1V, VII e VIl receberam, em quatro pontos
adjacentes & unido enxerto/leito receptor, uma dose de 4 J/cm? em cada ponto,
totalizando 16 J/cm? por sessdo. A cada 48 horas, os pontos eram irradiados
novamente com a mesma dose. O tratamento completo, por animal, foi de sete

sessoes, totalizando 112 J/cm? (Quadro 3).

QUADRO 3: Protocolo de irradiacdao com Laser (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

GRUPO DOSE TOTAL
Controle - ;11 ;V ; VI 0J / cm?
Teste — Il ; IV ; VII ; VIII 112J / cm?*

+ dose total por animal

A primeira sessao foi aplicada no transcirurgico, diretamente no leito
receptor, sobre a regiao de fixacdo dos enxertos.

A forma de utilizagdo para as seis sessoes restantes, ja com os tecidos
suturados, foi com a ponteira posicionada perpendicularmente sobre a regido
dos enxertos, nos quatro pontos referidos anteriormente.

De acordo com as regulamentacdes brasileiras, o Laser foi aplicado em
ambiente isolado, observando os procedimentos de seguranca recomendados

para utilizacao irradiacao constante no quadro acima.
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4.2.5 Pés-operatorio

Apbs o procedimento cirurgico, os animais foram acomodados nas suas
respectivas gaiolas metalicas, mantidos nas condicdes de temperatura,
umidade e ventilacdo previamente relatados. Os animais foram identificados e
numerados de acordo com o grupo correspondente, data da cirurgia e data das
irradiagdes. A limpeza das gaiolas foi realizada diariamente a fim de diminuir os
riscos de contaminacao e infeccdo. Os animais receberam complementacao de
antibiético e antiinflamatério na mesma dosagem inicial, aplicados uma unica

vez ao dia, durante 4 dias.

4.2.6 Instalacao de implantes de titanio

Os grupos V, VI, VIl e VIl receberam implantes de titanio (Titamax® CM,
Neodent, Curitiba, PR, Brasil) de mesmas dimensdes: 3.5mm de diametro por
7mm de comprimento.

A instalacdo dos implantes foi realizada apés 63 dias da fixacdo dos
enxertos, periodo correspondente a incorporacdao dos enxertos ésseos (Figs.
15-16).

Apbs a remocao do parafuso de fixacdo do enxerto foi utilizado um
contra-angulo (Kavo®, Blumenau, SC, Brasil) acionado por um motor cirurgico
(OsseoCare®, Nobel Biocare, Gotemburgo, Suécia) para a perfuracao do

enxerto incorporado ao leito receptor.
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A velocidade utilizada para fazer tal perfuracdo do enxerto foi de 900
rom e obedeceu uma sequliéncia progressiva de fresas cirirgicas do mesmo
fabricante do implante:

e Broca lanca
e Broca 2.0mm
e Broca 2.8mm

Apbs a perfuragcédo, foi realizado a insercdo de um implante com
montador levado através do mesmo contra-angulo (Kavo® , Joinvile, SC,
Brasil). A velocidade do motor (OsseoCare® , Nobel Biocare, Gotemburgo,
Suécia) para a instalacdo do implante foi reduzida para 20rpm. Durante essa
fase foram inseridos dois implantes por animal, um para o enxerto autégeno e
outro para o enxerto xendgeno, totalizando 24 implantes de titdnio (Figs. 17-
20).

ApoOs a cirurgia, 0s animais receberam uma dose Unica de antibiético e
de analgésico com a mesma posologia utilizada no periodo pds-operatério da

fixacdo dos enxertos 6sseos.
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Figura 15: Aspecto frontal da incorporacao dos enxertos (MAGALHAES JUNIOR, 2011).




45

Figura 16: Aspecto lateral da incorporacao dos enxertos (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 17: Aspecto frontal do preparo prévio realizado pelas brocas cirurgicas
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).




Figura 18: Aspecto frontal do implante com montador sendo inserido nos enxertos
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 19: Aspecto lateral do implante com montador sendo inserido nos enxertos
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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Figura 20: Aspecto frontal dos implantes inseridos nos enxertos incorporados
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).

4.2.7 Morte dos animais e obtencao da amostra

Os animais dos grupos |, I, Ill e IV foram mortos em nove semanas,
compreendendo o periodo no qual os enxertos foram fixados no leito receptor
até o momento da incorporacdo, seguindo orientacdes existente na literatura
(ROTHAMEL et al., 2009).

Os grupos V, VI, VII e VIIl, apés nove semanas de fixacdo do enxerto
passaram por nova cirurgia para a instalacdo dos implantes de titanio,
permanecendo com este material por oito semanas, periodo para o sacrificio.
Desta forma, foram contabilizadas 17 semanas desde o momento da fixagao do
enxerto, instalacdo dos implantes e morte dos animais desses grupos.

Para o sacrificio, foi administrada uma overdose de cloridrato de
quetamina (40mg/Kg; Dopalen®, Vetbrands saude animal, Sdo Paulo, SP,

Brasil ) e de cloridrato de xilazina (16 mg/kg; Rompun®, Bayer, Sdo Paulo, SP,
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Brasil). Concluida esta fase, apds cinco minutos, foi aplicado cloreto de
potassio a 10% na dose de 5ml/Kg IV. Confirmando-se a morte do animal, os
cbndilos femorais foram seccionados, utilizando-se para isso de um disco
diamantado montado numa peca reta, acoplada a um micromotor (Kavo®,
Blumenau, SC, Brasil), com irrigagdo constante de soro fisioldégico 0,9%, estéril,
mantendo uma distancia de aproximadamente 5 mm das bordas do enxerto.
Em seguida, as pecas obtidas foram acondicionados em frascos contendo
formalina tamponada a 4% até o momento de sua preparacao. Cada recipiente
foi identificado com o niumero do animal e seu respectivo grupo.

Apbs a constatagcdo da morte dos animais, as pecas cirurgicas foram
removidas e avaliadas quanto ao aspecto macroscépico, tanto nos espécimes
do grupo controle quanto no grupo experimental.

Uma maquina Cannon EOS T2i, com uma lente macro 100mm e um
flash circular adaptados na sua extremidade, foi utilizada para a captura das
imagens dos enxertos no momento da reabertura do enxerto para evidenciar o

seu grau de reabsorgéo.

4.2.8 Processamento histolégico

Para a obtengcdo das laminas histologicas, foi utilizado o Laboratério
EXAKT do Departamento de Periodontia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, Universidade Estadual de Sao Paulo - UNESP.

Assim, as amostras foram desidratadas em uma série de concentracdes
crescentes de alcool etilico, de 60°GL até o alcool absoluto, substituida a cada

48h. A fase seguinte correspondeu a infiltracdo dos espécimes em
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glicolmetacrilato (LR White®, Hard Grade, Londres, Inglaterra), numa série de
substituicdes crescentes, substituidos diariamente, iniciando em 70% até ser
alcancado 100%. A partir dai, os espécimes foram levados a um polimerizador
a 37° C por 24 horas. Obtida a polimerizacdo das pecas, estas foram coladas
as laminas para a montagem no sistema de corte e micro-desgaste (Exaki®,
Appareatebau, Norderstedt, Alemanha). Cada bloco de resina contendo a
amostra foi seccionado por uma fita diamantada de 0,2mm de alta preciséao,
passando através da regido central do parafuso de fixacdo do enxerto, no
sentido condilo-metafise do fémur, obtendo-se assim, inicialmente, uma seccao
de 300um. Dai entdo, foi realizado micro-desgaste em uma lixadeira com
refrigeracao a agua do mesmo sistema. Uma sequéncia crescente de lixas foi
utilizada até que o polimento final resultasse numa lamina histolégica com uma
espessura de 80um (DONATH, 1985). Por fim, a lamina foi corada com azul de
toluidina e fucsina basica. Durante o processamento uma peca foi perdida por

corte e outra no momento do micro-desgaste, ambas do grupo IV.

4.2.9 Avaliacao histomorfométrica

As imagens das laminas histolégicas foram adquiridas em microscopio
digital (Leica ICC50®, Leica microsystems, Wetzlar, Alemanha) realizado no
Nucleo de Estudos em Patologia da Universidade Federal de Santa Catarina.
As ampliacdes de 4X, 10X e 40X, referentes a objetiva, foram utilizadas para
mensuracao dos parametros histomorfométricos.

Os parametros estaticos estruturais para a analise histomorfométrica

foram:
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e Volume Osseo (VO): percentual de tecido ésseo neoformado
(ON), remanescente do enxerto (RE) e espaco medular/tecido
conjuntivo (TC);
e Contato Osso-Implante (COIl): quantidade de osso em contato
direto com o implante de titanio.
A area e o perimetro demarcados para a analise histomorfométrica foi a
seguinte:
e grupos |, I, Ill e IV: regido do enxerto imediatamente acima da
juncao leito receptor-enxerto no tamanho de >1mm? <2 mm?
e grupos V, VI, VIl e VIII: perimetro das trés espiras do implante em
contato direto com o enxerto.
Um programa manual de analise de imagens (Motic Images Advanced
3.2®, Motic China Groups, China) foi utilizado para a mensuracao das regides

demarcadas.

4.2.10 Tratamento estatistico

Com o objetivo de resumir os resultados obtidos no estudo foi realizado
uma analise descritiva quanto ao osso neoformado e presenca de ostedécitos na
regiao do enxerto, na qual foram construidas tabelas com medianas e desvios-
padrao observados nos fémures tratados.

A andlise estatistica foi desenvolvida por meio do programa

MANUTAB®.

O nivel de significancia estabelecido foi de 95%, cujo p valor é < 0.05.
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Os dados experimentais foram submetidos a um teste paramétrico. Este
teste considera que existe um pareamento nas medidas fornecidas pelas duas
técnicas, pois sdo obtidas do mesmo animal.

A analise foi dividida em duas partes: medidas da area do enxerto e, da

interface osso-implante, definidas pelos valores ON e COI, foram avaliados

pelo teste t de student.
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5 - RESULTADOS

5.1 RESULTADOS MACROSCOPICOS

Em todos os animais submetidos ao Orthogen®, no exame
macroscopico, teste e controle, ndo apresentaram evidéncias de reabsorcao,
enguanto que nos enxertos autdégenos houve reabsorcées em diferentes niveis.
Porém, nao foi possivel definir um padrdo para o grupo teste e controle, nem
pode ser detectado visualmente, nenhuma diferenca entre os grupos laser e
nao laser (Figs. 21-23).

As cirurgias ndo apresentaram quaisquer complicacées no periodo de
incorporacao dos enxertos nem na osseointegracao dos implantes.

Nenhum implante foi removido durante o periodo de observacao de oito
semanas. Na reabertura, todos os implantes estavam osseointegrados.

O pés-operatério aconteceu sem nenhuma intercorrencia.
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Figura 21: Aspecto frontal da reabsorcao do enxerto autégeno no momento da
reabertura. O enxerto xendgeno nao apresenta alteracao (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 22: Aspecto lateral da reabsorcao do enxerto autdgeno no momento da
reabertura. O enxerto xendgeno nao apresenta alteracdo (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 23: Enxerto xendgeno e autégeno sem sinais de reabsorcao apos
reabertura (MAGALHAES JUNIOR, 2011).




54

5.2MICROSCOPIA OPTICA

5.2.1 Grupo |

O grupo autégeno nado irradiado apresentou como caracteristica
principal, osso lamelar neoformado em contato direto e envolvendo o enxerto.
Os espécimes tiveram um padrao de formacdo 6ssea, com areas ativas de
remodelacdo representadas por osso lamelar maduro, e canais vasculares.
Porém, foi verificado também espacos medulares entre o enxerto e o leito
receptor em determinadas regides, com sinais de infiltrado inflamatério.
Observou-se também neoformagdo Ossea em intimo contato com o
remanescente do enxerto. Além disso, verificou-se a presenca de ostedcitos
por toda a regido do osso neoformado circundando o enxerto e, no préprio
enxerto (Figs. 24-25).
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Figura 24: Fotomicrografia do sitio controle contendo enxerto sobre leito
receptor fixado com parafuso de titanio. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 25: Fotomicrografia do sitio controle evidenciando a neoformacéo 6ssea
por aposicao sobre o enxerto. Ostedcitos presente no interior do osso remanescente.
40X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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5.2.2 Grupo Il

O grupo enxerto xendgeno nao irradiado apresentou tanto 0sso
neoformado quanto tecido conjuntivo nas amostras estudadas. O tecido
conjuntivo foi encontrado na regido mais externa do enxerto. Identificou-se
0sso neoformado em contato direto com enxerto, principalmente na regido mais
apical, area de analise histomoformétrica. Ostedcitos estavam presentes por
todo osso neoformado que envolvia o enxerto. Em um espécime foi verificado

auséncia de células viaveis no interior do enxerto xendgeno (Figs. 26-27).
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Figura 26: Fotomicrografia do sitio controle onde a enxerto em contato direto com leito
receptor interposto por osso neoformado. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 27: Fotomicrografia do sitio controle onde o osso neoformado esta em contato
direto com enxerto. Osteocitos presentes no enxerto residual. 40X (MAGALHAES
JUNIOR, 2011).
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5.2.3 Grupo lll

Todos os espécimes do grupo enxerto autégeno laser mostraram o
mesmo padréo de formacao dssea, areas ativas de remodelacdo com presenca
de osso lamelar maduro, e canais de Harvers. Observou-se areas com
presenca de pontes 6sseas unindo o enxerto ao leito receptor. Remodelagéao
ativa na interface, com presenca de 0sso e canais vascalures neoformados de
diversos calibres. Os osteécitos estavam presentes tanto no osso neoformado
guanto no remanescente do enxerto. Presenca do novo osso diretamente em
contato com as bordas e por aposicao sobre o remanescente do enxerto. Além

disso, foi observado poucos espagos medulares (Figs. 28-29).
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Figura 28: Fotomicrografia do sitio teste na qual o enxerto esta em intimo contato com o
leito receptor. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 29: Fotomicrografia do sitio teste. A esquerda, verifica-se osso neoformado com
ostedcitos no interior e presenca de canal de harvers em intimo contato com o enxerto.
40X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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5.2.4 Grupo IV

Os espécimes do grupo enxerto xendgeno laser apresentaram-se
incorporados e aderidos ao leito ésseo. Observou-se pontes de tecido ésseo
unindo fémur ao enxerto. O tecido era caracterizado por trabéculas ésseas de
diversas espessuras, irregulares, interconectante composto por ostedcitos,
linhas basofilicas, poucos canais vasculares e presenca do remanescente do
enxerto 6sseo em toda a sua extensao. O osso neoformado estava em intimo
contato com o remanescente do enxerto, envolvendo-o completamente. No
aumento de 40X, ostedcitos apresentavam-se por todo o enxerto nao
reabsorvidos (Figs. 30-31).
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Figura 30: Fotomicrografia do sitio teste juncao leito receptor-enxerto apresenta extensa
neoformacao 6ssea incorporada ao enxerto. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 31: Fotomicrografia do sitio teste apresenta osso neoformado com linhas
basofilicas ao lado do enxerto. Observado células viaveis no interior do enxerto. 40X
(MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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5.2.5 Grupo V

O grupo autdégeno ndo irradiado apresentou novo 0sso em contato
direto por toda a superficie do implante. Os espécimes apresentavam
0sso lamelar compativel com a fase de remodelagdo déssea. Nao foi
observado infiltrado inflamat6rio na regido proxima ao implante. As
espiras do implante estavam cobertas por osso neoformado. Em alguns
espécimes ndo havia ostedcitos presentes no enxerto remanescente,
mesmo com 0 0sso neoformado fazendo aposigcé&o sobre o enxerto (Figs.

32-33).
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Figura 32: Fotomicrografia do sitio controle apresentando enxerto sobre leito
receptor. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 33: Fotomicrografia do sitio controle com area remodelada sem presenga
de osteocitos. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).




64

5.2.6 Grupo VI

No grupo xendgeno nao irradiado, 0 0sso neoformado e o remanescente
do enxerto estavam em contato direto em toda a extensdo do implante. O
remanescente do enxerto estava envolvido em diversas regides por 0SSO
neoformado, tanto no seu interior quanto lateralmente. O enxerto néao
reabsorvido foi encontrado por entre as espiras, em contato direto com o leito
receptor. Além disso, observou-se pontes de tecido neoformado saindo do
enxerto e areas extensas de tecido medular. No aumento de 40X, pode ser
observado enxerto em contato com implante e sobreposto por 0sso
neoformado contendo ostedcitos em seu interior. Em alguns espécimes foi visto
0sso neoformado no interior por entre as espiras, sem a presencga de ostedcitos

(Figs. 34-35).
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Figura 34: Fotomicrografia do sitio controle apresentando remanescente do
enxerto em intimo contato com o implante. Presenca de osso neoformado em intimo
contato com enxerto. Presenca de tecido medular. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 35: Fotomicrografia do sitio controle apresentando remanescente do
enxerto em intimo contato com o implante. Observado osso neoformado circundando o
enxerto e em contato direto com o implante. 10X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).
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5.2.7 Grupo VII

No grupo autdgeno irradiado, o enxerto remanescente estava em
contato direto com o implante e totalmente envolvido por osso neoformado.
Verificou-se uma quantidade elevada de vasos neoformados nas proximidades
do implante. Foi observado restos do enxerto por entre as espiras do implante.
Os espacos medulares eram escassos € nao estavam em toda extensao do
implante. Observou-se também enxerto totalmente envolto pelo o0sso
neoformado e elevacdo na quantidade de células 6sseas, tanto proximo a

unido com o implante quanto em aposicao sobre o enxerto (Figs. 36-37).
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Figura 36: Fotomicrografia do sitio teste apresentando osso neoformado em contato
direto com o implante e enxerto. Observado canais de Harvers e ostedcitos em todo o
osso neoformado. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 37: Fotomicrografia do sitio teste evidenciando contato com a interface do
implante e presenca de remanescentes do enxerto proximo. 10X (MAGALHAES JUNIOR,
2011).
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5.2.8 Grupo Vil

No grupo xendgeno irradiado, no interior da espira do implante, em toda
a extensdo apresentou o0sso neoformado envolvendo o enxerto. Foram
identificados espacos medulares em grande quantidade no enxerto e atividade
Ossea ativa remodeladora ao redor do enxerto, e em toda a extensdo do
implante, desde a unido enxerto-leito receptor até a regido mais externa. O
enxerto fez contato direto sobre a superficie do implante. Por entre as espiras
dos implante pode ser observado enxerto em contato direto e todo envolto por
osso neoformado. Os ostedcitos apresentavam-se presentes nas bordas do
enxerto e no 0sso neoformado. Foram verificadas linhas de aposicdo O6ssea
sobre o0 enxerto e presenca de canais vasculares nas proximidades do implante

(Figs. 38-39).
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Figura 38: Fotomicrografia do sitio teste evidenciando intimo contato entre o
leito receptor e o enxerto. Remanescentes do enxerto presente na regiao da espira do
implante. 4X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).

Figura 39: Fotomicrografia do sitio teste onde remanescentes do enxerto estéao
em contato direto com o implante e 0 osso neoformado. Presenca de espacos medulares
ao lado de ambos, enxerto e osso neoformado. 10X (MAGALHAES JUNIOR, 2011).




5.2.9 Histomorfometria — Enxertos

Apbs andlise histomorfométrica, os grupos irradiados e nédo irradiados
apresentaram os dados constante na Tabela 1. Foi realizada comparacées
intra-grupo e inter grupos.

O teste t de Student foi o teste de escolha para analise das variaveis
intra grupo e inter grupos.

TABELA 1: Volume Osseo - Percentual estrutural médio nos enxertos.

tempo n Grupos Osso Enxerto Tecido
Neoformado Remanescente Conjuntivo
média% x DP média% * DP média% x DP
9 semanas | 43,1 +4,7 15,71 £ 6,5 416172
9 semanas 4 Il 10,7 £ 2,1 37,10 £ 5,7 522 +7,7
9 semanas 1] 48,7 £+ 14,8 13,17 +5,2 36,8+9
9 semanas 4 A 40,5+7,2 15,7+ 11,7 43,7 £ 16
| : autégeno ; Il : xendgeno ; Il : laser autégeno ; IV : laser xendgeno ; n : nUmeros de

sitios analisados no estudo ; DP : desvio padréao

5.2.9.1 Grupo | x I

Os grupos controle nao irradiados apresentaram uma taxa de
neoformacéo 6ssea de 43,1 = 4,7% para o enxerto autégeno e 10,7 = 2,1%
para enxerto xenégeno. Houve diferenca estatisticamente significante intra-

grupo (p=0,0001).
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5.2.9.2 Grupo IV x I

O enxerto xendgeno, que recebeu tratamento com laser, produziu uma
guantidade de osso neoformado (40,6 + 7,2%) maior que o ndo irradiado (10,7

+ 2,1%). Houve diferenca estaticamente significante (p=0,009) inter grupo.

5.2.9.3 Grupo lll x Il

O grupo autdgeno irradiado com laser produziu uma quantidade de osso
neoformado de 48,7 £ 14,8 % e 0 grupo xendégeno sem laser produziu 10,7+
2,1%. A comparacéo inter grupo pelo teste t de student apresentou diferenca

estatisticamente significante (p=0,005).
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5.2.10 Histomorfometria — Implantes

Apé6s andlise histomorfométrica, os grupos irradiados e nédo irradiados
apresentaram os dados constante na Tabela 2. Foi realizada comparacdes

intra-grupo e inter-grupos.

TABELA 2: Percentual de Contato Osso-Implante (COI) nos grupos.

tempo n Grupos Contato osso implantex DP
8 semanas Vv 3754
4
8 semanas Vi 58,948,6
8 semanas Vi 70+13,6
4
8 semanas VIl 65,319,7

V : autdégeno ; VI : xendégeno ; VIl : Laser autégeno ; VIII : Laser xendgeno ;
n : nimeros de sitios analisados no estudo ; DP : desvio padrao

5.2.10.1 Grupo VI x VIII

O grupo xendgeno irradiado com o Laser apresentou Contato Osso-
Implante (COIl) de 65,3+9,7%, enquanto que 0 grupo xendgeno nao irradiado
obteve 58,918,6%. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos xenogenos (p=0,372).

5.2.10.2 Grupo VIl x Grupo V
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O enxerto autbégeno irradiado produziu um COI de 70+13,6%
estatisticamente significante (p=0,02) quando comparado ao néo irradiado que

apresentou COI de 3745,4%.

5.2.10.3 Grupo VIl x Grupo V

O grupo xendgeno laser obteve um COI de 65,3+9,7% enquanto que o
grupo autégeno sem laser 37+5,4%. O grupo xendgeno laser apresentou
diferenca estatisticamente significante (p=0,007) quando comparado ao grupo

autégeno sem laser.

5.2.10.4 Grupo VI x Grupo V
O grupo néo irradiado apresentou um COI de 58,918,6 e 3715,4 para o
grupo xenégeno e autégeno, respectivamente. Houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (p=0,008).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo experimental teve como objetivo responder ao
seguinte questionamento: a Fototerapia Laser atua na quantidade de osso
neoformado do enxerto em bloco bovino? Os implantes dentarios inseridos
nesses enxertos em bloco irradiados apresentam uma maior osseointegragdo?

Ainda que haja similaridade com alguns trabalhos em relacdo ao modelo
experimental adotado, nos quais foi irradiado o Laser no transoperatério de
enxerto em bloco autogeno (WEBER et al., 2006 e TORRES et al., 2008), nao
encontramos descricdo na literatura do uso da Fototerapia Laser no reparo
0sseo de enxertos em bloco xend6genos. Um relato de caso que utilizou enxerto
em bloco bovino Orthogen® associado a uma membrana reabsorvivel,
demonstrou incorporacdo quando na instalacdo de implantes sobre o enxerto
(ENCARNACAQO et al., 2011).

O modelo animal utilizado no experimento foi o coelho (Oryctolagus
cuniculus), cuja escolha deveu-se por ser de pequeno porte, de facil manuseio
para anestesia, disponibilidade, ser de uso rotineiro como modelo experimental
para estudos de avaliacao de fisiologia do tecido ésseo e que, apresenta rapida
capacidade de reparo. O coelho possui sitios especificos para o
desenvolvimento de pesquisas que envolvem a utilizacdo de técnicas
reconstrutivas, e ainda, é capaz de receber implantes de comprimento e
didmetro compativeis com o uso clinico (WATANABE et al., 1999; WADA et al.,
2001).

O estudo, inicialmente, apresentou uma quantidade de amostra (n = 6)

suficiente para efeito estatistico. Porém, apds o processamento histolégico foi
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danificado duas pecas do grupo IV durante a fase de corte e micro-desgaste
que, reduziu o n da amostra para 4 em todos 0s outros grupos.

Em virtude do efeito sistémico do Laser, que restringe o lado
contralateral para analise, a fim de evitar viés, foi determinado que somente
uma pata de cada animal seria utilizada para o experimento.

O cbndilo femoral foi a regiao de escolha devido ao facil acesso
cirurgico, por apresentar uma quantidade éssea suficiente para o modelo de
estudo executado, no qual o tecido muscular que recobre a area de enxerto
apresenta espessura suficiente para reduzir a deiscéncia e consequente
exposicao, infeccao e perda do enxerto (FUMING et al., 2008).

O enxerto iliaco foi utilizado como controle por seguir um padrao de
reabsorcao previsivel, conforme estudos prévios (VERHOEVEN et al., 2006;
VERHOEVEN et al., 2010), pela facilidade de remocédo no sitio doador do
coelho, e principalmente, por sua caracteristica trabecular semelhante ao do
enxerto xenégeno. Neste estudo foi padronizada a técnica de retirada do
enxerto autdgeno perpendicular a crista iliaca do coelho, para que pudesse
obter um material com a espessura compativel com a do enxerto em bloco
bovino.

O diametro da amostra do enxerto em bloco foi de 7mm de diametro,
correspondente ao minimo necessario, para que a plataforma do implante de
3.5mm de didmetro pudesse ser instalada somente em enxerto, no qual suas
bordas pudessem ser avaliadas quando em contato com o implante, revelando
a interface do lado mesial e distal sob a luz da microscopia Optica.

O periodo definido no estudo para avaliagdo da fase de incorporacao

Ossea foi de nove semanas, periodo no qual excede o tempo da remodelacao
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6ssea no coelho, tempo necessario para que o bloco ésseo utilizado na
pesquisa estivesse resistente biomecanicamente para a instalacdo dos
implantes.

O ciclo de remodelacao, que consiste na fase de ativacao, reabsorcao e
formacgéao, tem duracao aproximada de 6, 8 e 18 semanas para coelhos, caes e
humanos, respectivamente (FONTANA et al., 2011). Estudos sobre o processo
de reparacdo em modelos animais mostram que a neoformacdo Ossea
acontece a partir de duas semanas até atingir o periodo de remodelacao 6ssea
entre 35 e 40 dias (BUTTERFIELD et al., 2005; ATHANASIOU et al., 2010).
Porém, quando utilizamos o enxerto xendgeno na forma de bloco ésseo, e nao
particulado, a fase de reabsorcdo acontece de forma lenta e apresenta um
padrdao de neoformacédo Ossea tardia (CARPIO et al, 2000; BARONE et al.;
2010). Por esse motivo, decidiu-se que o periodo de reabertura deveria ser
aumentado de seis para nove semanas, para que esse biomaterial tivesse
rigidez biomecénica proporcionada pelo o0sso neoformado maduro e
remodelagcao avancada do bloco, quando da instalagéo de implantes de titanio.

Com a avaliacao dos resultados no periodo de nove semanas pudemos
observar o estagio de remodelagao por toda extensdao com presenca de 0SSO
maduro associado a seus sistemas de canais bem delimitados, e dessa forma,
a situacdo biomecéanica do bloco incorporado no momento da instalagédo do
implante. Posteriormente, apds o periodo de osseointegracao de oito semanas
no coelho (ALBREKTSSON et al., 1981), conseguimos visualizar através da
microscopia Optica, a interface osso-implante, momento no qual correspondia
clinicamente a da reabertura do implante (ROBERTS et al., 1984; RAMIREZ-

FERNANDEZ et al., 2011).
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A avaliagao realizada pela histomorfometria dependia que amostras de
grupos diferentes possuissem dimensdes e caracteristicas morfoldgicas
semelhantes, fato que auxiliou na padronizagdo do experimento pela utilizacdo
da trefina de mesmo didmetro para a remocao tanto das amostras de 0sso
iliaco quanto do bovino em bloco inseridos no mesmo sitio, um ao lado do
outro.

Em coelhos, evidenciamos o efeito positivo do Laser sobre a taxa de
neoformacdo 6ssea e osseointegracdo dos implantes irradiados, semelhante
aos diversos estudos que utilizaram modelos animais e que demonstraram
aumento nas taxas de reparo osseo (KHADRA et al., 2004; LOPES et al. 2005;
PINHEIRO & GERBI, 2006; JAKSE et al., 2007; PINHEIRO et al., 2009).

Os parametros utilizados na irradiagao dos enxertos desse estudo, foram
padronizados de acordo com a dose utilizada no protocolo de PINHEIRO et al.
(2009) para reparo 6sseo, de 4J/cm? por ponto, dose total por sessdo de 16
J/icm? e dose total do tratamento de 112J/cm?, cujo objetivo foi estimular a
qualidade do reparo 6sseo pelo aumento da quantidade de osteoblastos que
atuam na taxa de neoformacao 6ssea que favorece a incorporacao do enxerto,
e consequentemente, estabilidade mecanica no momento da instalacdo do
implante.

O enxerto autdégeno possui células vivas em sua composi¢cdo e o seu
potencial osteogénico é capaz de permanecer ativo quando transplantado para
o sitio receptor. Essas células atuam na revascularizagao inicial do enxerto e,
apoés a fase inflamatéria, na formacao de novo osso (CHIAPASCO et al., 2009).
Por esse motivo, na primeira fase do experimento, acreditamos nao ter havido

diferenca estatistica entre o grupo autégeno irradiado e o nao irradiado, mas
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sim, aumento na neoformacao 6ssea (48,7 + 14,8 % ; 43,11 £ 4,36%; p= 0,46).
Porém, no enxerto bovino que é acelular, apenas osteocondutor, a parte mais
préxima ao leito 6sseo formou 0sso enquanto que as regides mais externas do
enxerto, distantes de areas que apresentam células osteoblasticas, nao
apresentaram boa formagdo éssea, havendo presenca de tecido conjuntivo. E
nesse momento que o estudo corrobora essa afirmagdo, demonstrada pela
baixa taxa de neoformacédo 6ssea no grupo xendgeno nao irradiado (10,69 +
2,11%). Nao encontramos na literatura, estudos que comparam por meio da
histomorfometria, enxerto bovino em bloco contra autégeno. Porém, um relato
de caso clinico, de enxerto homégeno particulado, de banco de tecidos, no qual
foi avaliado a histomorfometria apdés 08 meses da incorporagdao éssea,
demonstrou que a quantidade de osso neoformado foi de 28,25% (FROUM et
al., 2006), enquanto que um estudo de CORDARO et al.(2008), clinico
randomizado em 23 seios maxilares, obtiveram uma taxa de média de
neoformacéao éssea de 19,8%. Ambos afirmam que a incorporacao do enxerto,
homogeno e xendgeno, é lenta e gradual devido a auséncia de trabéculas
envolvidas por osteoblastos ativos como o autégeno. Dessa forma, podemos
inferir que quanto maior o tempo de analise da amostra, maior seria a
quantidade de osso neoformado no enxerto.

Todavia, foi observado diferenca estatisticamente significante entre o
biomaterial bovino irradiado quando comparado ao nao irradiado (40,56 +
7,16%; 10,69 + 2,11%; p=0,009). Mais uma vez, o estudo sugeriu que a
fotobiomodulagdo com o Laser de AsGaAl (A780nm) agiu positivamente pelo
estimulo nos eventos celulares iniciais de proliferacéo e diferenciacdo do leito

receptor, local responsavel pelo inicio da atividade celular e fonte de
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vascularizacdo para consequente incorporacdo 6ssea. Com a aplicacdo do
Laser no grupo irradiado, provavelmente houve estimulo fotobiomodulador que
foi refletido na célula osteoblastica e, consequentemente houve um aumento
de novo o0sso no mesmo periodo de tempo estudado. Dessa forma,
respondemos ao primeiro questionamento, afirmando que a Fototerapia Laser
teve efeito sobre a taxa de formacao 6ssea no enxerto em bloco bovino.

Diversos estudos, apresentaram taxa de neoformacgéao éssea semelhante
ao do enxerto xendgeno irradiado desse estudo (40,56 + 7,16%). JAKSE et al.
(2007) avaliaram o uso do enxerto autégeno particulado, do iliaco da ovelha,
inserido em seios maxilares, e encontrou uma taxa de neoformacédo éssea de
52% para o grupo irradiado. JUNG et al. (2005) analisaram o uso de gel de
fibrina associado a proteina morfogenética 6ssea em cranios de coelhos, apés
quatro semanas, obtiveram uma taxa de neoformacdo 6ssea de 34,5%. Em
um outro estudo, avaliando enxerto autégeno do iliaco do coelho, inseridos no
seio maxilar, BUTTERFIELD et al. (2005) obtiveram uma taxa de novo 0sso
formado de 20,7%. ONO et al. (2011) num estudo em ovelhas utilizaram um
enxerto xendgeno em bloco inserido na mandibula do coelho, apds oito
semanas obtiveram uma taxa de neoformacao 6ssea de 43,95%.

Na segunda fase do experimento, na avaliacdo da osseointegracéo pela
determinacao do COIl, ndo encontramos diferenca estatistica entre o grupo
bovino irradiado e o nao irradiado (65,271+9,66%; 58,9318,60%; p=0,372).
Entendemos que, nessa fase, ndo houve Fotobiomodulacdo Laser nos sitios
perfurados pelas brocas cirdrgicas prévias a instalacdo do implante, porque o
Laser foi somente utilizado na primeira fase do experimento. Dessa forma,

acreditamos que o enxerto totalmente remodelado pelo tempo prolongado (17
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semanas) nao produziu o efeito desejado na regido demarcada para a analise.
Além disso, quando foi realizado a perfuracdo no leito para a instalacao do
implante criou-se um espaco que foi preenchido pelo coagulo entre o implante
e o tecido 6sseo lesado, no qual poderia ter influido nas areas que tivessem
sido irradiadas previamente.

Nesse caso especifico, a cavidade onde os implantes foram instalados,
deveriam ser irradiados apds o preparo com as brocas cirurgicas, a fim de que
o efeito do Laser pudesse atuar nas fases celulares iniciais do reparo ésseo.

Outros estudos devem ser realizados para avaliar o efeito da Fototerapia
Laser em blocos 6sseos xendgenos, no momento da instalacao de implantes
de titanio, e assim, definir o melhor periodo para a irradiagao, a fim de que aja

positivamente sobre a osseointegragao.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nos permitiu concluir que o uso da
Fototerapia Laser aumentou a taxa de neoformacéao 6ssea do enxerto em bloco
bovino, sem contudo aumentar a superficie de contato 6sseo com o implante,

inserido naquele enxerto.




83

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGHALLO,T.; MOY, P. Which hard tissue augmentation technique are most
successful in furnishing bony support for implant placement? Int J Oral
Maxillofac Implants, v.24 (suppl), p. 49-70, 2009.

ALBREKTSSON, T. Repair of bone grafts: a vital microscopic and
histological investigation in the rabbit. Scan J Plast Reconstr Surg, v.14,
p.1-9, 1980.

ATHANASIOU, V.; PANAGOPOULOS, A.; MEGAS, P. Histological
comparison of autograft, allograft-DBM, xenograft, and synthetic grafts in a
trabecular bone defect: An experimental study in rabbits. Med Sci Monit,
v.16, p. 24-31, 2010.

BARONE, A.; NANNMARK, U.; CALVO-GUIRADO, J. Maxillary sinus
augmentation using prehydrated corticocancellous porcine bone:
histomorphometric evaluation after 6 months. Clinical Imp Dent Relat Res,
v.12, p.1-7, 2010.

BUSER, D.; HAMMERLE, J.; JOVANOVIC, S. Lateral ridge augmentation
with autogenous block graft: A prospective clinical study. Int J Periodont
Rest Dent, v.15, p.97-103, 1995.

BUTTERFIELD, K.; BENETT, J.; ADAMS, D. Effect of platelet rich plasma
with autogenous bone graft for maxillary sinus augmentation in rabbit model.
J Oral Maxillofac Surg, v.63, p.370-376, 2005

CARPIO, L.; LOZA, J.; LYNCH, S. et al. Guided Bone Regeneration Around
Endosseous Implantes with Anorganic Bovine Bone Mineral. A randomized
Controlled Trial Comparing Bioabsorbable Versus Non-Resorbable Barriers.
J Periodontol, v.71, n.11, p.1743-1749, Nov. 2000.

CHEN, S.; CHIAPASCO, M.; DARBY, I|. Consensus Statements and
Recommended Clinical Procedures Regarding Surgical Techniques. Int J
Oral Maxillofac Implants, v.24 (suppl), p. 272-279, 2009.

CHIAPASCO, M.; CASENTINI, P.; ZANIBONI, M. Bone augmentation
procedures in implant dentistry. Int J Oral Maxillofac Implants, v.24
(suppl), p. 237-259, 20009.

CORDARQO, L.; SERINO, G.; CHIAPASCO, M. Maxillary sinus grafting with
Bio-Oss or BoneCeramic: Histomorphometric results from a randomized
controlled multicenter clinical trial. Clin Oral Imp Res, v.19, p. 796-803,
2008.

DEGIDI, M., PIATELLI, A., SHIBLI, J., LEZZI, G. Bone formation around one
stage implants with a modified sandblasted and acid etched surface. A




84

human histologic results at 4 weeks. Int J Periodont Rest Dent, v.6, p.606-
613, 2011.

DEMPSTER, D.; ZHOU, H. New concepts in bone remodeling. In: Seibel,
M.; Robins, s. Dynamics of bone and cartilage metabolism: principles and
clinical applications. Second edition, San Diego: Academic Press, p.261-
273, 2006.

DONATH, K. The diagnostic value of the new method for the study of
undecalcified bones and teeth with attached sofit tissue. Sawing and
grinding technique. Pathol Res Pract. v.179, p. 631-633, 1985.

DORTBUDAK, O.; HAAS, R.; POKORNY, G. Effect of low-power laser
irradiation on bony implant sites. Clin Oral Imp Res, v.13, p. 288-292, 2002.

ENCARNACAO, I. , CORDERQO, E. B., MAGINI, R. Aumento horizontal com
0sso xenogeno em bloco. Alterntiva viavel ao uso de o0sso autogeno.
ImplantNews, v.8, p.201-205, 2011.

FONTANA, F.; ROCCHIETA, I.; SIMION, M. Effects of a calcium phosphate
coating on the osseointegration of endosseous implants in a rabbit model.
Clin Oral Imp Res, v.22, p. 760-766, 2011.

FROUM, S.; WALLACE, S.; TARNOW, D. Comparison of mineralized
cancellous bone allograft and anorganic bovine bone matrix for sinus
augmentation: a histomorphometry at 26 to 32 weeks after grafting. Int J
Periodont Rest Dent, v.26, p.542-551, 2006.

FUMING, H.; GUOLLI, Y.; SHIFANG, Z. Removal torque of titanium implant
inserted in rabbit femur coated with CaP. Journal of oral rehab, v.35,
p.754-765, 2008.

GALINDO-MORENO, P.; AVILA, G.; PAYA, J.; WANG, H. L. Effect of
anorganic bovine bone to autogenous cortical bone ratio upon bone
remodeling patterns following sinus augmentation. Clinical Oral Imp Res,
v.22, p.857-864, 2011.

GERBI, M. E. M.; MARZOLA, C.; PINHEIRO, A. et al. Assessment of bone
repair associated to the use of organic bone graft and membrane with
830nm. Photomed and Laser Surg, v.23, p.383-388, 2005.

GUEHENNEC, L.; WEISS, P; AMOURIQ, Y. LAYROLLE, P
Histomorphometric analysis of the osseointegration of four different implant
surfaces in the epiphyses of rabbits. Clinical Oral Imp Res, v.19, p.1103-
1110, 2008.

GUERRA, 1., BRANCO, F., VASCONCELOS, M., ZITA, R. Evaluation of
implant osseointegration with different regeneration techniques in the
treatment of bone defects around implants. An experimental study in a rabbit




85

model. Clinical Oral Imp Res, v.22, p.314-322, 2011.

GUZZARDELLA, G.; TORRICELLI, N.; GIARDINO,R. Osseointegration of
endosseous ceramic implants after postoperative low power laser
stimulation: an in vivo comparative study. Clinical Oral Imp Res, v.14, p.
226-232, 2003.

JAKSE, N.; PAYER, M.; TANGL, S.; BERGHLD, A.; KIRMEIER, R
LORENZONI, M. Influence of low level laser treatment on bone regeneration
and osseointegration of dental implants following sinus augmentation: an
experimental study on sheep. Clinical Oral Impl Res, v.18, p. 517-524,
2007.

JENSEN, S.; TERHEYDEN, H. Bone augmentation procedures in localized
defects in the alveolar ridge: clinical results with different bone grafts and
bone substitute materials. Int J Oral Maxillofac Implants, v.24 (suppl), p.
218-236, 2009.

JENSEN, O.; COCKRELL, R.; KUHIKE, L.; REED, C. Anterior maxillary
alveolar distraction osteogenesis: A prospective 5 year clinical study. Int J
Oral Maxillofac Implants, v.13 , p. 11-45, 1998.

JENSEN, O.; SCHUMAN, L.; BLOCK, M.; IACONO, V. Report of the Sinus
Consensus Conference of 1996. Int J Oral Maxillofac Implants, v.13, p.1-
45 , 2002.

JUNG, R.; KOKOVIC, V.; WEBER, F. Platelet Rich Plasma and Fibrin as
rhBMP-2. Clinical Oral Imp Res, v.16, p. 676-682, 2005.

KHADRA, M.; RONOLD, H.; LYNGSTADAAS, S. et al. Low level laser
therapy stimulates bone-implant interaction: an experimental study in
rabbits. Clinical Oral Imp Res, v.15, p. 325-332, 2004.

KHOURY, F. Augmentation of sinus floor with mandibular bone block and
simultaneous implantation: A 6 year clinical investigation. Int J Oral
Maxillofac Implants, v.14 , p. 557-564, 1999.

LEE, D., PI, S., LEE, S., KIM, E. Comparative histomorphometric analysis of
extraction sockets healing implanted with bovine xenografts, irradiated
cancellous allografts, and solvent dehydrated allografts in humans. Int J
Oral Maxillofac Implants, v.24 , p. 609-615, 2009.

LOPES, C. B.; PINHEIRO, A. L.; DA SILVA, N. S.; SALGADO, M. A. Infrared
laser photobiomodulation on bone tissue around dental implants: A raman
spectroscopy and scanning electronic microscopy study in rabbits.
Photomed and Laser Surg, v.25, p.96-101. 2007




86

LOPES, C. B., PINHEIRO, A., SATHAIAH, S. et. al. IR Laser Light Reduces
Loading Time of Dental Implants: A Raman Spectroscopic study. Photomed
and Laser Surg, v.23, n.1, pp. 27-31, 2005.

MERLI, L. A.; GENOVESE, W.J.; FALOPPA, F. Effect of low intensity laser
irradiation on the process of bone repair. Photomed and Laser Surg, v.23,
p.212-215, 2007.

MORELLI, T.; NEIVA, R.; WANG, H. Human histology of allogeneic block
grafts for alveolar ridge augmentation: case report. Int J Periodontics and
Rest Dent, v.29, p.648-656, 2009.

ONO, D.; JIMBO, R.; IKEDA, T.; SAWASE, T. Lateral bone augmentation
with newly developed beta tricalcium phosphate block: an experimental
study in the rabbit mandible. Clin Oral Imp Res, v. 22, p. 1366-1371, 2011.

OZAWA, Y.; SHIMIZU, N.; KARIYA, G.; ABIKO, Y. Low energy laser
irradiation stimulates bone nodule formation at early stages of cell culture in
rat calvarial cells. Bone, v.22, p.347-354, 1998.

PARFITT, A.M. Bone histomorphometry: techniques and interpretation.
Boca Raton, FL; CRC press, USA; p. 143-244, 1983.

PARFITT, A.M. et al. Bone histomorphometry: standardization of
nomenclature, symbols and units. J Bone Miner Res, v.2, p. 595-610, 1987.

PINHEIRO, A. L. B.; LIMEIRA JUNIOR, F.; GERBI, M.E.M. Assessment of
bone repair associated with the use of organic bovine bone and membrane
irradiated with 830 nm. Journal of Clinical Laser and Surgery, v.21,
p.383-388, 2004.

PINHEIRO, A. L. P.; GERBI, M. Photoengineering of bone repair processes.
Photomed and Laser Surg, v.24, p.169-178, 2006.

PINHEIRO, A. L. B.; LIMEIRA-JUNIOR, F.; GERBI, M.; MARQUES, A,;
OLIVEIRA, P. C.; RAMALHO, L. P. Bone repair following bone grafting
hydroxyapatite guided bone regeneration and infrared laser
photobiomodulation: a histological study in a rodent model. Lasers Med Sci,
v.24, p.234-240, 2009.

RAMIREZ-FERNANDEZ, M.; CALVO-GUIRADOQ, J.; GOMEZ-MORENO, G.;
GUARDIA, J. Experimental model of bone response to xenografts of bovine
origin (Endobon®): a radiological and histomorphometric study. Clin Oral
Imp Res, v.22, p. 727-734, 2011.

REIS, L.; BATALHA, J.; MUNOZ, D.; CARVALHO, A. Brazilian normal static
bone histomorphometry: effects of age, sex and race. J Bone Miner Metab,
v.25, p. 400-406, 2007.




87

ROBERTS, W.; SMITH, R.; ZILBERMAN, Y. Osseous adaptation to
continuous loading of rigid endosseous implant. Am J Orthod, v.85, p. 93-
98, 1984.

ROCCUZZO, M.; RAMIERI, G.; BUNINO, M.; BERRONE, S. Autogenous
bone graft alone or associated with a titanium mesh for vertical alveolar
ridge augmentation. A controlled clinical trial. Clin Oral Imp Res, v.18, p.
286-294, 2007.

ROTHAMEL, D.; SCHWARZ, F.; HERTEN, M.; FERRARI, D
MISCHKOWSKI, R.; SAGER, M.; BECKER, J. Vertical ridge augmentation
using xenogenous bone blocks: A histomorphometric study in dogs. Int J
Oral Maxillofac Implants, v.24, p. 243-250, 2009.

SCHINITZLER,C.; PETTIFOR,J.; BIRD, M.; SCHNAID.E. Histomorphometry
of iliac crest bone in 346 normal black and white south African adults. Bone
Miner, v.10, p. 183-199, 1990.

SIMION, M.; FONTANA, F.; RAPERINI, G.; MAIORANA, C. Vertical ridge
augmentation by expanded-polytetrafluoroethylene membrane and a
combinationof intraoral autogenous bone graft and deproteinized anorganic
bovine bone (Bio Oss), Clinical Oral Impl Res, v.18, p. 620-629, 2007.

STEIN, A.; BENAYAHU, D.; MALTZ, L.; ORON, U. Low level laser
irradiation promotes proliferation and differentiation of human osteoblasts in
vitro. Photomed and Laser Surg, v.23, p.161-166, 2005.

TORRES, C. S.; SANTOS, J. N.; MONTEIRO, J.; AMORIM, P.; PINHEIRO,
A. Does the use of Laser photobiomodulation, bone morphogenetic proteins
and guided bone regeneration improve the outcome of autologous bone
grafts? An in vivo study in a rodent model. Photomedicine and Laser
Surgery. v.6, n.24, p.371-377, 2008.

VERHOEVEN, J. W.; CUNE, M.; RUIJTER, J. Permucosal implants
combined with iliac crest onlay grafts used in extreme atrophy of the
mandible: long term results of a prospective study. Clin Oral Impl Res,
v.17, p. 58-66, 2006

VERHOEVEN, J. W.; RUIJTER, J.; CUNE, M. Bone structure changes in
iliac crest grafts combined with implants. Clin Implant Dent Rel Res, v.12,
p. 289-296, 2010.

WADA, K.; UEDA, A.; WATANABE, K. Maxillary sinus floor augmentation in
rabbits: a comparative histologic and histomorphometric study between rh
BMP2 and autogenous bone. Int J Periodont Res Dent, v.23, p.251-260,
2001.

WATANABE, K.; NIMI, A.; UEDA, M. Autogenous bone graft in maxillary
rabbit sinus. Oral Med Oral Surg Oral Pathology, v.88, p.26-33, 1999.




88

WEBER, J.; PINHEIRO, A. L. B.; OLIVEIRA, M.; RAMALHO, L. M. Laser
therapy improves healing of bone defects submitted to autologous bone
graft. Photomed and Laser Surg, v.24, p.38-44, 2006.

WEIBULL, L.; WIDMARK, G.; IVANOFF, C.; RASMUSSON, L. Morbidity
after chin bone harvesting — A retrospective long term follow-up study. Clin
Implant Dent Relat Res, v.11, p. 149-157, 2009.

WITFANG, J.; SCHULTZE-MOSGAU, S.; NKENKE, E.; NEUKAM, F.;
SCHLEGEL, K. Onlay augmentation versus sinus lift procedure in the
treatment of the severely resorbed maxilla: A 5 year comparative
longitudinal study. Int J Oral Maxillofac Surg, v.34, p.885-889, 2009.




89

ANEXO - A Certificado de aprovacgdo no Comité de Etica em Experimentagao
Animal

: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
b

AT FACLLDADE DE COONTOLGGIA
NN ' ’

qﬁ:’&;ﬁ;ﬁi'j Comizsdce de Etica na Experimentacdo Animal

UBA - Facadzde ce Odontologia - Av Aratjo ”inho, 62 - Cancia
CEP:<0.149-116 - Saivador - EA 71)336-5976
Home-page: wyw.uita br

CERTIFICADO

uficamos que o Projeto ¢ Pesquisa “ANALISE HISTOMORFOMETRICA DE
ENXERTO BOVINO EM BLOJO IRRADIALD COM LLASER INFRAVERMELHO DE
COMIRIMENTO DF ©NSA 756am. UM ESTUDS CGM FARATIVO EM COELHOS

= H7/08” de autoria de Anfonio Luiz Barboss Pinheirc, fe. anaii
misxperimentacido Arime! ¢ covsidzrado APROVAIO om reus

St

Cey

o

o0 pela Comissda de Etica
20 ordirdria reu!izada nesta

Salvado, 27 ds Setembro de 2008

~

r é{;/. 3 ;ﬁ»z

Dot Antopio Luiz B, Finhelrs
Presideante




ANEXO B — Valores numéricos das areas analisadas nos grupos.
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